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Bevezetés, elozmények

A véralvadas XllI-as faktora (FXIII) két, potencidlisan aktiv A alegységbdl és két
protektiv/védé B alegységbdl felépiild heterotetramer (FXIII-A2B;). A zimogén aktivalt
formaja (FXIIla) transzglutamindz enzim, mely izopeptid keresztkotéseket hoz létre két
polipeptid lanc kozott. Az FXIII {6 fiziologids funkcidja a fibrin keresztkotésekkel torténd
stabilizalasa és ellenallova tétele [1-3]. A FXIII 6roklott hianya salyos vérzékenységgel jar
[4]. Fiziologias korilmények kozott a FXIII aktivalodasanak elsé 1épése egy 37 aminosav
hosszisagh aktivaciés peptid thrombin Aaltali lehasitisa az N-terminalisrol [1]. Ca®*
FXI-A-t kddold gén a 6-os kromoszoman talalhatd [5]. A nagy (~160 kb) gén 15 exont
tartalmaz. Ellentétben a FXIII-B génnel az FXIII-A szekretorikus vezet szekvenciat nem
tartalmaz, a FXIII-A szekrécidja ismeretlen [6]. A FXIII-A szintézisének f6 helye a monocyta
makrofag rendszer és a megakaryocytak [7, 8]. A FXIII-B gén az egyes kromoszéman foglal
helyet, 12 exont tartalmaz [9], [10].

Elektromikroszkopikus képen a FXIII-A;B; heterotetramerként latszik, melyben a két
globularis kompakt A, dimert hosszl, vékony ¢és flexibilis B alegységek veszik korbe [11,
12]. A FXIII-A aktivacios peptidb6l, B-szendvicsbél, katalitikus magbol és két B-hordobol all
[13-15]. A 83 kDa molekulasulyu FXIII-A szerkezete (leader szekvencia, illetve szénhidrat
modositas hianya) sokkal inkébb intracelluldris mint szekretalt fehérjére utal. A 80 kDa
molekulastlya FXIII-B a majban szintetizalodik [16]. 8,5% szénhidratot tartalmaz, ami a
FXII-A-hoz val6 kotédésben nem jatszik fontos szerepet [17]. A FXIII-B egyetlen ismert
biologiai funkcidja a FXIII-A kotése. A FXII-B tipikus domén struktaraval rendelkezik,
szinte kizarolag Sushi doménekbdl (CCP vagy SCR) all. Az ilyen tipusu fehérjék majdnem

mindig fehérje-fehérje interakcidban jatszanak szerepet, mint példaul a komplement rendszer



kiilonb6zé komponensei (Factor H, CD55, CD46), vagy a C4BP, ami az antikoagulans
Protein-S-t koti [18]. Valoszinii, hogy a FXIII-B homodimert alkot [19].

A FXII-B - FXIII-A kotédés a vérplazmaban rendkiviil fontos a FXIII-A stabilitasanak
fenntartasaban [20]. FXIII-B nélkiil a plazmakornyezetben FXIII-A instabil, a kevés 6roklott
FXI11-B hianyos beteg alacsony FXIII-A szintekkel rendelkezik, tovabba az ilyen betegeknek
adott tisztitott placenta eredetii FXIII-A rovidebb féléletidejii, mint a FXIII-A hianyos
betegeknek adott [21, 22]. A két alegység kotddése a vérplazmaban torténik, stabil
rekombinans rendszerben a két alegység koexpresszidja nem eredményezte a FXIII-A
aspektusai intenziv kutatdsok targya, elsdsorban egy potencidlisan mélyvénds thrombosis és
myocardialis infarctus ellen védé hatasu polimorfizmus miatt (FXIII-A Val34Leu) [24]. Ez a
polimorfizmus minddssze 3 aminOsav tavolsagra esik az aktivéacios helytdl. A polimorfizmus
hatasa a FXIII-A aktivacidjara nem teljesen tisztazott. Az elsé publikacié a mutacidt hordozok
esetében magasabb aktivitast irt le [25]. Késébb kidertilt, hogy nem a végsd aktivitas, hanem
az aktivacio sebessége, amit a polimorfizmus jelenléte befolyasol [26, 27]. A Val34Leu
polimorfizmuson tul egyéb mutaciok mind a FXIII-A [28], mind a FXIII-B [29] génben

leirtak és kapcsolatban allhatnak thromboembolids megbetegedésekkel.

E palyazatnak célja, FXIII-B cDNS klonozasa, rekombindns mutdnsok kialakitasa ¢és

funkcionalis vizsgélata volt a két alegység kapcsolodasa szempontjabol.



Anyagok és modszerek

Anyagok

pcDNA 3.1 vektorok, sejttenyészté médiumok és reagensek, FXIII-A ¢cDNS klon (Invitrogen)
Human m4j cDNS konyvtar (Ambion)

Restrikcios enzimek (Fermentas)

DNS tisztitd oszlopok, Ni-NTA oszlopok (Qiagen)

Ultrafiltracids eszk6zok (Millipore)

Streptavidin €s biotinalt tormaperoxidaz (Vector Laboratories)

HisTrap HP oszlopok (GE Healthcare)

MaxiSorp ELISA lemez (Nunc)

Antitestek

FXIII-B ellenes antitestek: Anti-V5 monoklonalis antitest (Invitrogen), nyal anti-FXIII-B
poliklonalis antitest (Calbiochem).

FXIII-A ellenes antitestek: birka anti-FXIII1-A (Coachrom), nyul anti-FXIII-A poliklonalis
antitest (Abcam), egér anti-FXII1-A monoklondlis antitest (Abcam).

FXII1 (komplex) ellenes antitestek: birka anti-FXI11 (Biodesign).

Masodlagos antitestek: R&D Sytems, Vector Laboratories.

Az antitesteket a megfeleld fehérjék ellen mind mikrolemez, mind membran alapu

modszerekben hasznalva teszteltem.

FXI11-B ¢cDNS klénozasa
A PCR reakciokban Pfu Ultra enzimet hasznaltam, ezzel a DNS polimeraz altal elkovetett

hibak minimalizalasa céljabol.



Az 1986 bp hosszusagti cDNS-t harom atfedd szakaszban amplifikaltam. Az 'A' szakaszhoz
az F(F13B-Met-EcoRI) és az R(F13B-780) primereket, a 'B' szakaszhoz az F(F13B-780) és az
R(F13B-1470), mig a 'C' szakaszhoz az F(F13B-1470) és az R(F13B-Stop-Xhol) primereket
hasznaltam. A szekvencidk és a PCR termékek hossza az 1. tdblazatban talalhato. A két sz¢€lso
primer EcoRI és Xhol helyeket tartalmazott. A klénozas soran elészor a harom szakaszt kiilon
amplifikaltam (1. abra). A masodik PCR 1¢épés szeparaltan zajlott. Az elsében, melyhez az
F(F13B-Met-EcoRI) és az R(F13B-1470) primercket hasznaltam, tisztitott 'A' és 'B'
szakaszokat hasznaltam templatként. A masodik reakcioban tisztitott 'B' és 'C' szakaszok
koamplifikacidja tortént az F(F13B-780) és R(F13B-Stop-Xhol) primerekkel. Az igy kapott
'A+B' és 'B+C' szakaszokat tisztitas utan az F(F13B-Met-EcoRI) és R(F13B-Stop-Xhol)
primerekkel amplifikaltam. Végiil egy 2018 bp szakaszt kaptam, amelyet EcoRI és Xhol
enzimekkel emésztettem ¢és pcDNA3.1 vektorba ligdltam. A klonozott cDNS-t DNS

szekvenalassal ellendriztem.

Rekombinans FXIII-B mutansok eléallitasa

A delécios mutansok létrehozdsdhoz a fenti médon klonozott FXII-B cDNS-t hasznaltam.
Minden esetben azonos forward primert (F13B-Met-EcoRI) hasznaltam a megfelel6 reverse
primerrel (1. tablazat). Az amplifikécios reakciok 482 bp, 839 bp, 1205 bp, 1589 bp és 2009
bp PCR termékeket eredményeztek, melyek a kdovetkezé mutansokat/fehérjéket kodoltak: I-11,
I-1V, I-VI, I-VIII Sushi domént tartalmazo és a teljes hosszasagi FXIII-B (2. abra). Az I-11
muténs tartalmazta az *Met-">*Thr szakaszt, az I-IV a *Met-""Arg, szakaszt, az I-VI a *Met-
3% Asn szakaszt, mig az I-VIIl a 1Met-F’ZlLys szakaszt. A teljes hosszusagii FXIII-B cDNS a
teljes FXIII-B fehérje szekvencidjat tartalmazta stop kodon nélkiil (*Met-°'Thr). A
ndémenklatira az éretlen aminosav szekvenciat tartalmazza, azaz a szekretalt fehérjék esetében

a leader szekvencia hidnyozni fog.



Ezt kovetden az Osszes rekombinans mutanst €és a teljes hosszisagi FXIII-B cDNS-t
pcDNA3.1/V5-His plazmidba ligaltam ¢és DNS szekvenalassal ellendriztem. Ennek
megfelelden, minden esetben egy 31 tagl peptid szekvencia

(LESRGPFEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH, a detektalashoz hasznalt V5 epitop

alahuzva) kertilt a rekombinéns fehérjék C-terminalisara.

Transzfekcio

A tranziens transzfekciéra COS-7 sejteket hasznaltam. Elokisérletekben két transzfektalasi
modszert, a liposzoma alapu Effectene (Qiagen) modszert és a DEAE-dextran moddszert
hasznaltam. Az optimalizalt rendszerben using COS-7 sejteket 70%-os feliillet fedettségig
novesztettem Dulbecco's Modified Eagle Medium-ban (DMEM), mely 10% FCS-t
tartalmazott. A rekombindns médiumot 72 6ra elteltével gylijtottem és -20°C-on taroltam a

tovabbi felhasznalasig.

A rekombinans FXIII-B fehérjék részleges tisztitasa

Az elokisérletekben Ni-NTA centrifugaciés mikrooszlopokat hasznaltam, mind denaturald,
mind nativ tisztitasi protokollal. Az optimalizalt kisérletekben HisTrap HP oszlopokat
hasznaltam nem denaturdld tisztitasi protokollal. A 0,22 um-es szlirOn atsziirt rekombinans
médiumot (200-400 mL) oszlop koté pufferbe dializaltam (20 mM NazPOg4, 0,5 M NaCl, 20
mM imidazol, pH 7,4) 4°C-on. Ezt kovetden az oszlopon egy éjszakan at recirkulaltattam. A
rekombinansokat az oszlopr6l, annak Osszesen 20 oszloptérfogattal torténd mosasa utan
eludltam magas imidazol koncentraciéval. A részlegesen tisztitott fehérjéket tovabbi

felhasznalasig vagy 4°C-on, vagy -20°C-on taroltam.



Immunoblotting

Az oszloprol elualt frakciokat 10% SDS-PAGE-en futtattam, mind redukalé, mind nem
redukalo koriilmények kozott. A fehérjéket nitrocellul6z membranra blottoltam ¢és blokkolas
utan a megfeleld antitesttel inkubaltam. A biotindlt masodik antitestes inkubaciot kovetden
ABC tormaperoxidaz Kkittel tortént a jel amplifikdcio. Az alkalmazott szubsztrat
diaminobenzidin (DAB) volt.

A rEXI1-A esetében mind az elekroforetikus elvalasztas, mind a detektalas hasonldan tortént.

FXI11-A cDNS klénozas és mutagenezis

Mivel a FXIII-A esetében a cDNS hozzaférhet6 volt, igy itt nem volt sziikség klonozasra,
rogton lehetdség volt a restrikcidos helyek beépitésére és a cDNS prokaridta expresszios
vektorba inzertalasara. Az elsé felhasznalt vektor a pET-16b vektor volt, ahol a hasznalt
enzimek az Xhol és a BpullO2l voltak. a kdvetkezd oligonikleotid primerekkel:
F13ApET16bF (5-CTG ACT CGA GTC AGA AAC TTC CAG GAC CGC C-3") és
F13ApET16bR (5-CTA AGC TCA GCC ATG GAA GGT CGT CTT TGA AT-3). A
vektorba inzertalas sikeres volt. A FXIII-A cDNS tartalmaz egy Shine-Dalgarno szekvenciat.
Ezt helyspecifikus mutagenezissel ugy sikeriilt kiiktatni, hogy ekdzben az aminosavak nem
valtoztak. TB1 torzset haszndlva, tobbféle indukcios €s inkubacids koriilményeket kiprobalva,

rFXIII nem termel8dott sem oldhatd, sem zarvanytest formaban.

pMal rendszer hasznalata rFXIII-A termeltetésére

A kovetkezd probalkozas a FXIII-A cDNS N-terminalis maltoz-kotd fehérje fuzios vektorba
klonozasa volt. A rendszer nagyon jo hatasfokkal miikddik, a rekombinans fehérjék oldatban
tartasat illetéen. Mind a citoplazmatikus pMal-C, mind a periplazmatikus pMal-P rendszerbe
beinzertdltam a FXIII-A cDNS-t, Xbal és HindIIl helyek beépitésével. Az alkalmazott

primerek a kovetkezOk voltak: FI3ApMalF (5'-AGA ATC TAG ATC AGA AAC TTC CAG



GAC CGC CTT T-3") és F13ApMalR (5'-AAG AAA GCT TTC ACA GGG AAG GTC GTC
TTT GAA T-3"). Hasonléan a pET rendszerhez, a pMal rendszerekben is, TB1 torzset
hasznalva, szamos indukcios €s inkubacios koriilményeket tesztelve, rFXIII nem termel6dott
sem oldhat6, sem zarvanytest formaban. Ezt kovet6en dontéttem ugy, hogy a FXIII-A

rekombinans termelését is emlds sejtvonalon kisérelem meg.

rEXI11-A termeltetése emlés sejtvonalban

A fenti, bakteridlis rendszerekben valé eredménytelen fehérje termeltetés utan a FXIII-A
cDNS-t a FXIII-B-hez hasonléan pcDNA3.1 vektorba klonoztam. Ebben az esetben olyan
vektort valasztottam, amelynél a hisztidin toldalék az N-termindlison van, hiszen a FXIII-A-
nak nincs szekretorikus szekvencidja, nem is varhatd, hogy a megjelenjen a fehérje a
rekombinans médiumban (nem is jelent meg). Xhol és Asp718 enzimek hasznaltam a
kovetkezd primerek altal amplifikalt cDNS ligalasahoz: F13AAsppcDNAF (5'-AAG GTA
CCT ATG TCA GAA ACT TCC AGG ACC-3'9 és F13AXhopcDNAR (5'- GAC TCG AGC
TCA CAT GGA AGG TCG TCT TTG-3"). A klénozas utan a rFXIII-A termeltetése a rFXIII-
B-vel azonos modon zajlott, azzal a kiilonbséggel, hogy ez esetben a sejt lizatumot szlirve,
dializalva vittem fel a Ni-oszlopra. Az elualt frakciokban a FXIII-A a megfelel6 molekula
suly tartomdnyban immunoblottinggal tobbféle antitesttel kimutathatd volt. Mivel a rFXIII-A-

t nem lehet fagyasztva tarolni, ez esetben a tarolds (max. egy hétig) 4°C-on tortént.

Az alegységek kapcsolodasanak vizsgalata

A rEXII-A ¢és rFXII-B, valamint ennek mutdnsainak kapcsolodasat mikrolemezen
vizsgaltam. Elészor a kiilonbozo fehérjéket a lemezen immobilizalva (15 mM Na,COs, 35
mM NaHCOs;, pH 9,6, éjszakdn 4t 4°C), kiprobaltam a kiillonbozo antitestek felismerd
képességét. Bizonyos esetekben kideriilt, hogy az antitest nem kellden specifikus vagy

érzékeny (Abcam).



Mivel a két alegység kotddése erdsen konformacid érzékeny lehet, kétféle megkozelitést
alkalmaztam. Az elsoében rFXIII-A keriilt a mikrolemezre, és rFXIII-B valamint mutansait
inkubaltam blokkolast kovetéen. A jel generalasa FXIII-B ellenes antitesttel, masodik
antitesttel, ABC rendszer altali jel amplifikacioval és OPD szubsztrattal tortént. A masodik
beallitas ennek pontosan forditottja, azaz ez esetben a rFXIII-B ¢és mutdnsai voltak

immobilizalva és rFXIII-A ellenes antitestet hasznaltam a detektalashoz.



Eredmények

A faktor XI11-B ¢DNS klonozasa
Mivel a FXI111-B ¢cDNS kereskedelmi forgalomban nem volt kaphato, meg kellett klonozni. A
fent ismertetett atfedé PCR technikaval ez sikeresen megtortént. A klonozott cDNS-ben nem

talaltam klonozasi artefaktumot, a szekvencia megfelelt az NM_001994-nek.

A deléciés mutansok kialakitasa

A stratégia az volt, hogy olyan cDNS szakaszokat kell eldallitani, melyek

(i) 2, 4, 6, 8 Sushi-domént kodolnak, ezeket

(i1) olyan emlds expresszids vektorba ligalni, amely a tisztitdst eldsegité fuzids toldalékot
(His-tag) tartalmaz,

(iif) valamint a His-tag a rekombinansok C-terminalisan legyen, hogy ne zavarhassa a
A templatként szolgalé FXIII-B cDNS-rdl a delécios mutansok konnyek kialakithatok voltak

(2. abra). Szekvencia eltérés nem volt, minden szekvencia a tervezettnek megfeleld volt.

A transzfekcio optimalizalasa

A tranziens expressziora COS-7 sejteket (majom vese sejtvonal) hasznaltam. Az eldkisérletek
soran bizonyitast nyert, hogy a DEAE-dextran modszer jobb eredményt ad, mint az Effectene
(magasabb hozam). Ezért ezt haszndltam a nagyobb mennyiségli rekombindns fehérje

eloallitasara.

A rekombinansok részleges tisztitasa és detektalasa
A rekombinansokat a nikkel affinitds kromatografia utdn elualt frakcionként

immunoblottinggal vizsgaltam. Mivel minden rekombinans tartalmazta a V5 epitdp



szekvenciat a C-terminalison, a membranon egér monoklonalis anti-V5 antitesttel lehetett
detektalni a fehérjéket. A fuzids szekvencidt kimutaté anti-V5 mellett specifikus, nyal
poliklonalis anti-FXIII-B ellenes antitestet is hasznaltam, mellyel nagyon hasonld eredményt
kaptam. A csucsfrakciok redukald és nem redukald koriilmények kozotti elvalasztasat mutatja
a 3. abra (3.A redukald, 3.B nem redukal6). A két tipusu futtatds kozotti mobilitas kiilonbség
(molekulasuly) arra utal, hogy a rekombinansokban kialakulnak a diszulfid hidak. Ezen feliil,
a szamolt molekulasuly (76,6 kDa a teljes hosszusagu rFXIII-B esetében, 60,5 kDa, 46,0 kDa,
32,3 kDa és 18,6 kDa a delécioés mutansok esetében) jol korrelalt a megfigyelttel. A legkisebb
deléciés mutanst (I-11 (FXIII-B 1Met-lsZThr)) igen alacsony transzfekcios hatékonysaga vagy

expresszios szintje miatt kiilon kellett futtatni a tobbitdl (3.C dbra).

A rekombinans fehérjék stabilitasa

A részlegesen tisztitott expresszalt fehérjék stabilitasat 4°C-on torténd 1, 3 és 6 honapig valo,
proteaz inhibitortdl mentes taroldssal teszteltem. Az ezt kdvetd immunoblotting semmilyen
degradacios terméket nem mutatott. Emellett a kapott jel intenzitasa sem csokkent, még 6
honapos tarolas utan sem. ezen eredmények arra utalnak, hogy a COS-7 sejtekben termelt
rekombinans FXIII-B ¢és delécios mutansai igen stabilak, legalabbis immundetektalas
tekintetében. A rEXI1I-A esetében viszont ez nem mondhat6 el, mert fagyasztani nem lehet és

4°C-on is csak rovid ideig tarolhat6 degradaciéo mentesen.

rEXI11-A expressziés probalkozasok

Az E.coli rendszerekben, hosszas probalkozasok utan, rFXIII-A termeltetése nem sikeriilt.
Ennek okara nem jottem ra, hiszen a potencialis zavard tényezoket (Shine-Dalgarno
szekvencia) kiiktattam, és tobbféle vektorrendszert is hasznaltam. Az emlds rendszerben
viszont, amelyek alacsony kinyeréssel ugyan, de sikeriilt rFXIII-A-t termeltetni, melyet

részlegesen tisztitott formaban a kotddési eldkisérletekben felhasznéalhattam.



A két alegység kotédésének vizsgalata

A mikrolemezre rogzitett rEXIII-A-hoz hozzaadva a rFEXIII-B-t és delécidos mutansait, minden
esetben kaptam a kotodésre utald, FXIII-B-t jelzd szignalt. A kapott jel a lekotott rEXIII-A
mennyiségének fliggvénye volt.

Forditott esetben is hasonlé eredményt kaptam, azaz a lerdgzitett rFXIII-B és delécios
mutansai a rFXIII-A-t kotik. Ugyan ez a megfigyelés még tovabbi kisérletek altali
megerdsitést is igényel, de ezek az elsé eredmények arra utalnak, hogy a FXIII-B N-

terminalisa vesz részt a FXIII-A kotésben.



Megbeszélés

Az e palyazat keretei kozott végzett munka az elsé olyan, amelyben rekombinans
FXI11-B termelése folyik COS-7 sejtben. Korabban eredményesen termeltek FXIII-B-t BHK
sejtekben [30, 31] [23] és baculovirus rendszerben [19]. A nagyszamu diszulfid hid miatt a
FXII1-B esetében bakterialis expresszié nem realis.

A FXIII-B gén az 1-es kromoszéma jol karakterizat részén (1q32) foglal helyet. Ez a
régié a komplement aktivacid szabalyzd gén klaszter (regulator of complement activation
(RCA) gene cluster). Nagyon sok olyan fehérjét kddolé gén van itt, amely a komplent
rendszerhez kothetd. E fehérjék nagysdga ugyan kiilonb6z6, de aminosav szekvencidjuk és
masodlagos szerkezetlik nagyfoki homoldgiat mutat. Igazdbol nagyon kevés olyan gén van
itt, amely fehérjetermékének nincs szerepe a komplement rendszerben, ezek egyike a FXIII-
B, amelynek esetleges szerepe legaldbbis nem ismert. (Zarojelben megjegyzendd, hogy a
FXI1I-B legkdzelebbi evolucids rokona a komplement faktor H, amely éppen emiatt keltette
forrasbol, de ez idd alatt vizsgaltuk idéskori macula degeneracioban szenvedd betegekben,
lasd kozleményjegyzék). Az RCA klaszterben kodolt fehérjék f6 strukturalis eleme a Sushi
domén, amely homoldég minden tagban. Vizsgilataim sordn léterhoztam a delécids
mutansokat. Az alkalmazott technika sikeressége és a rekombindns delécidos mutansok
stabilitads vizsgalata arra utal, hogy a késObbiekben lehetdség lesz a szubsztitiicids mutansok
eléallitasara és a kimérak vizsgalatara is.

A FXIII-B-ben, annak masodik Sushi doménjében is ismert egy érdekes
polimorfizmus [29]. A H95R esetében azonban nem sikeriilt egyértelmii kapcsolatot talalni
thromboembolias megbetegedéssel [32-34], viszont az arginin allél hordozasa a két alegység
szinti megfigyelés arrdl, hogy a FXII-B mely része lehet érintett a két alegység

kapcsolodasaban, vagy annak szabalyozasaban. Souri és munkatarsai [19], baculovirus



rendszerben expresszalt rFXIII-B mutdnsokkal kimutattdk, hogy az elsé Sushi domén nagyn
fontos a kotddésben. Nem zartak ki mas domének szerepét. A sajat, elOkisérleti szakaszban
jar6 ereményeim is hasonloak, tehat Ggy tlinik, hogy a FXIII-B N-terminalisa kritikus a FXIII
A,B, heterotetramer kialakulasaban.

kérdése. Ebbdl az kovetkezik, hogy ha valamilyen mdédon tudnank szabalyozni a plazma
FXII-A aktivitasat, példdul monoklonalis antitestekkel vagy blokkold peptidekkel, azaz a
komplexbdl, a védett kornyezetbdl kikényszerithetnénk a FXIII-A-t az 6t tonkretevd plazma
kornyezetbe, akkor a thrombosis kezelésben/prevencidjaban nagyot Iéphetnénk elére. E
palyazat keretei kozott sikeriilt létrehozni olyan FXIII-B mutansokat, amelyekkel az

interakcid az eddigieknél konnyebben vizsgalhato. Ennek vizsgalatat el is kezdtem.
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PCR termék

Primer név Szekvencia
hossz (bp)

F(F13B-Met-EcoRI]5'-CAC CGA ATT CTG AAG ATG AGG TTG AAA AAC-3'
R(F13B-780) 5'-GAT TCT GGG TAC CAA CCA AAG-3' 806
F(F13B-780) 5'-CTT TGG TTG GTA CCC AGA ATC-3'
R(F13B-1470) 5'-GGT TAA TGG AGA TAA GTC AT-3' 718
F(F13B-1470) 5'-ATG ACT TAT CTC CAT TAA CC-3'
R(F13B-Stop-Xhol)|5'-GCC ATC TCG AGT CAT TTC TAT GTT CTT AAG-3' 535
R(I-11-His) 5'-GCC ATC TCG AGC GTT TCA TGT TCT TTC CTA C-3' 482
R(I-IV-His) 5'-GCC ATC TCG AGT CTT CTT CCT TCG CAT ACA GG-3' 839
R(I-VI-His) 5'-GCC ATC TCG AGA TTA TTT TCA ACA CAC TCA GG-3 1205
R(I-VIII-His) 5'-GCC ATC TCG AGT TTA GAT TCT TTT CTA GTA CA-3' 1589
R(I-X-His) 5'-GCC ATC TCG AGT GTT CTT AAG GGT TCT TG-3' 2009
1. tablazat.

A FXIII-B ¢cDNA klénozéaséhoz és a delécidos mutansok kialakitdsahoz hasznalt PCR primerek

szekvencidja és az altaluk generalt PCR termékek hossza.
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1. abra.

A FXI11-B ¢cDNS harom atfed6 szakasza.
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2. abra.

Delécios mutansok kialakitasa a teljes hosszasagi FXIII-B ¢cDNS felhasznalasaval. MWM:
500 bp létra.
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3. dbra. Immunoblottinggal detektalt rekombinans FXIII-B és delécios mutansai.

Mr: molekulatémeg marker (feliilrél: 132 kDa, 95 kDa, 68 kDa (halvanyabb), 55 kDa, 45
kDa, 31 kDa). (A) redukalt, (B) nem redukalt koriillmények kozott futtatott SDS-PAGE, (C)
az I-1I mutans redukalt (10) és nem redukalt (11) koriilmények kozott. 1: -, 2 és 6: teljes
hossztsagu rFXIII-B, 3 és 7: I-VIII delécids mutans, 4 és 8: [-VI delécios mutans, 5 és 9: -1V

delécios mutans.



